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○司会　それでは定刻となりましたので，午後の講
演を始めさせていただきます．座長の井上先生，よ
ろしくお願いいたします．
○座長（井上富雄）　それでは研究紹介講演の 1を
開始させていただきたいと思います．1演題目は，
昨年度の平成 29 年度上條奨学賞研究業績を受賞さ
れました，大塚裕忠先生の受賞内容のご発表という
ことになります．
　簡単に大塚先生のご経歴を紹介いたします．
　2005 年の 4 月に日本獣医生命科学大学の獣医学
部をご卒業になりまして，そして農水省の技術系技
術職員を同年 4月から 2008 年の 3 月まで務めてお
られました．で，2008 年の 4月から昭和大学の大学
院博士課程に入学されまして，2012 年に修了，そ
の同年の 4月から昭和大学解剖学講座の助教として
勤められまして，2017 年，昨年の 11 月に母校の日
本獣医生命科学大学に戻られまして，獣医解剖学教
室の講師を務めておられます．
　先生方もご存じだと思いますけれども，非常に熱
心に研究をされておられるだけでなくて，いろんな
ところでですね，教育，またはいろんな委員会の委
員を務められまして，われわれも大変お世話になり
ました．
　本日は，講演のタイトルは「窒素含有型ビスホス
ホネートを用いた重症貧血マウスモデルの確立及び
同モデルにおける造血動態の解析」という内容でお
話をいただきます．それでは，大塚先生，よろしく
お願いいたします．
○大塚　井上先生，非常に過分なご紹介を，ありが
とうございます．
　ご紹介いただきました，日本獣医生命科学大学の
大塚と申します．よろしくお願いいたします．
　さて，本題の前に，私が，今，赴任している大学
について，少しだけお話しさせていただきます．世
間では，獣医大学と言えば，加計学園が，非常に，
今，有名ですけれども，本学，日本獣医生命科学大
学は，あまり知られてないと思いますが，私立獣医
学校としては日本初の学校になりまして，明治期創
設されて，狂犬病ワクチンの開発に貢献された梅野
信吉先生らが，校長を務められてきました．
　1952 年には日本医科大学と合併して，現在，学
校法人日本医科大学・日本獣医生命科学大学という
状況です．現在，2学部，獣医学部と応用生命科学
部というのがございまして，そちらの，私，今，獣
医学部の獣医学科のほうで教鞭を執らせていただい
ております．
　もう少し紹介させて頂きますと，ご存じない方が
多いと思いますが，中央線の武蔵境駅というとこか
ら，徒歩 2分程度のところにございまして，もし何
かの機会がありましたら，正門くぐると，すぐに本
館がございまして，これも非常に古い建物で，明治
期に造られたものを移設しております．今はここに 2
階に博物館が入っております．このほかにも動物医
療センターや付属牧場などの附属施設がございます．
　さて，本題に戻ります．
　ビスホスホネートに関しては，先生方のほうがお
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詳しいと思うので，簡単な説明にとどめます．これ
は東北大の遠藤先生からいただいた資料になります
が，ピロリン酸の誘導体ということで，骨吸収抑制
剤として非常に広く使われて，現在，特にゾメタと
かリカルボンなどは，がんの骨転移予防などにも使
われているかと思います．私が実験で主に使ってい
たのは，こちらのアレンドロネートになります．
　詳しい機序については割愛させていただきます
が，主にアレンドロネートに関しましては，脂質膜
代謝経，メバロン酸の代謝経路を阻害することで，
破骨細胞のラッフルドボーダー，波状縁の形成など
を抑制して，骨吸収抑制をするということが知られ
ております．
　ただ，私は，ビスホスホネートの骨に関する研究
ではなく，この骨吸収抑制剤を投与した時に，特に
造血系に注目すると何が起こるかというと，こちら
はコントロールのマウスの脛骨ですが，NBP，ビ
スホスホネートを打ちますと，このように白くなり
ます．これは赤血球，赤芽球マーカーの TER119
ですが，この赤芽球が骨髄からかなり減少するとい
うことが分かります．また，この F4/80 はマクロ
ファージマーカーですが，こちら，マクロファージ
がNBPを投与することで消失します．
　つまり，赤血球の造血のストローマである骨髄マ
クロファージが消失することで，赤血球造血が骨髄
内で抑制される．そして，骨髄での造血が抑制され
ることで，脾臓での髄外造血というのが誘導される
ということが，1999 年に中村らによって報告され
ました．
　私の学位論文の実験になりますが，脾臓を摘出し
た上で，NBP を投与したらどうなるかという単純
な実験なのですが，予想どおり，肝臓で，髄外造血
が，誘導されるようになりました．この時，骨髄マ
クロファージのような仕事をしている細胞がいるの
かなというと，肝臓のクッパー細胞が，造血のスト
ローマとして働くということを報告しました．また，
通常，髄外造血が見られるのは，貧血を誘導するこ
とで見られることが多いんですけれども，そういっ
たもの，貧血とかですね，エリスロポエチンといっ
た造血を刺激する因子が変化せずに髄外造血が起こ
るということで，報告をいたしました．
　ここまでの背景ですが，今度は，脾臓を摘出して
NBP を投与した上で，さらに貧血を誘導したらど
うか．理由としては，貧血を起こしているような患
者にNBP を適用して良いのかというようなところ
も含めて実験系を進めました．通常，貧血が起こる
と骨髄造血は，非常に刺激されますので，NBP を
打った時，骨髄に変化は起こるのか，また肝臓以外
で造血が起こるのかということを調べました．
　実験としましては，マウスの脾臓を摘出し，NBP，
今回はアレンドロネートです，こちらを投与し，そ
の後，フェニルヒドラジン，これは溶血性貧血を誘
導する薬剤になりますが，これを投与した上でサン
プリングを実施いたしました．
　解析方法は，組織を中心に見て行ったわけですが，
こちらの左がヘマトクリット値，貧血の指標として
確認いたしました．そして右が血清中のエリスロポ
エチン濃度になります．無処置のもの，それから脾
臓を摘出したのみ，脾臓を摘出してNBP を打った
場合，脾臓を摘出してフェニルヒドラジンのみを
打った場合，そして今回の実験系である，脾臓摘出
後，フェニルヒドラジンとNBP，両方を打ちます
と，このように非常に重篤な貧血が誘導されます．
それと相関しまして，このようなエリスロポエチン
の非常に高濃度な状態が確認されました．
　そこで経時的に見て行きますと，赤線がヘマトク
リット値，青線がエリスロポエチン濃度になります
ので，このように逆の相関，負の相関が見られて，
さらに血液中のギムザ染色では，通常では見られな
い，核を持つような赤血球が，かなり見られるよう
になってきました．
　そこで，フローサイトで骨髄について，赤芽球
マーカーTER119と，幼若な赤芽球マーカーである
CD71，トランスフェリンレセプターで染色しまし
た．こちらがコントロール，NBP 単独投与，そし
てNBPとフェニルヒドラジンです．NBPを打ちま
すと，まず，このTER119陽性の赤芽球系の細胞が
減ります．これは以前の報告どおりですが，今度は
フェニルヒドラジンを投与しますと，また同じよう
に赤芽球の細胞は戻ってきます．ただ，TER119 と
CD71，ダブルポジティブ，つまり幼若な赤芽球の
ほうが非常に増えてくるというのが分かります．
　こちら，免疫染色ですけれども，TER119 の免疫
染色ですが，NBP 投与で一度減った赤芽球系の細
胞が，フェニルヒドラジンを投与すると，このよう
に再び戻ってくるということが確認されます．
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　ここまでの結果を考えますと，NBP とフェニル
ヒドラジンを脾臓摘出マウスに同時に投与いたしま
すと，非常に重篤な貧血が起こります．そして末梢
血中に，先ほどの，有核の赤血球が出現いたしまし
た．また骨髄では，赤芽球系の細胞が再び検出され
るようになりました．
　これらのことを考えると，エリスロポエチン濃度
が非常に高いため，造血が刺激されたというのが一
つ．それから末血に有核の赤血球がいるということ
は，未成熟な赤芽球が多いのではないかと．異常な
造血が誘導されている可能性があります．
　そしてもう一つ，非常に単純な考え方ですが，有
核赤血球と言えば，哺乳類では，プリミティブな造
血，胚子期の，胎児とか胚子に見られるような造血，
これが起こっているのではないかと考えました．
　ちなみに，私，今，獣医大におりますので，実習
で鳥とかの血液塗沫標本を見ますけれども，そう
いったものは，当然，有核ですけれども，哺乳動物
では基本的に有核赤血球は正常では見られません．
　これは，他の論文から借りてきた図ですが，プリ
ミティブな造血というのは胚子期の卵黄嚢に由来す
るものです．この細胞というのは有核なまま末梢血
中に出て，末梢血で分化，増殖をします．一方で，
われわれ大人，ディフィニティブな造血の場合は，
造血巣で完全に脱核までが行われるということです．
　また，もう一つの特徴としては，ヘモグロビンの
タイプ，こちらは，ヘモグロビンのタイプですが，
プリミティブなタイプのヘモグロビンと，ディフィ
ニティブ，アダルトタイプのヘモグロビンは異なっ
ております．このような発現パターンになります．
この赤と黒で書いたHbb-y あるいはHbb-bh1 とい
うのが，プリミティブな造血で見られるヘモグロビ
ン．そして，われわれ成人に通常見られるのは，こ
のヘモグロビンβの 1，2 と言われるものです．通
常はここでスイッチが胎生期に起こるはずなのです
が，有核の赤血球であれば，もしかすると胚子期の
ヘモグロビンが出るのではないかということで，解
析を進めて参りました．
　末梢血について解析しますと，フローサイトメー
ターですが，こちら，赤芽球のマーカーをそれぞれ
掛けますと，こちら，コントロールで，下がNBP
とフェニルヒドラジン，同時に投与した場合です．
このように，CD71 という幼若な赤芽球のマーカー
陽性の赤血球細胞が増えて参ります．
　さらに，これ，ちょっと二次元電気泳動の一部を
切り取ったもので，分かりにくいかもしれませんが，
通常，ヘモグロビンは，4つのサブユニットです．
αは 1か所に出ますので，こう，3つのスポットが
出ます．ところが，今回の実験群，見ますと，複数
のスポットが見えてきます．
　等電点を確認しますと，だいたいプリミティブな
Embryonic type のヘモグロビンの等電点と一致す
ることが分かりましたので，どうも異なるサブユ
ニットが，この貧血モデルでは発現していることが
確認できました．
　そこで造血巣でmRNAの発現を見ますと，通常
の，こちら，Adult type のヘモグロビンは，骨髄
ではコントロールでα，β，いずれにも出ますが，
通常は，この Embryonic type，プリミティブなヘ
モグロビンは出ません．
　一方で今回の貧血モデルでは，このように，この
ζというのはαのほうの Embryonic type ですけれ
ども，こういった胚子期に発現されるタイプのヘモ
グロビンというのが確認されるようになりました．
　こちらは in situ ハイブリダイゼーションですけ
れども，組織上で見ても，これらのmRNAを発現
している細胞を確認することができました．
　肝臓での造血ですが，このように，やはり髄外造
血が肝臓で誘導されているというのが確認できます
が，同じように，肝臓の髄外造血でも，この胚子型
のヘモグロビンが出ているかということで，mRNA
を調べますと，PCRでは，コントロールで，僅かに，
Adult type，見えますが，Embryonic type は，通
常，見られません．一方で，この貧血を起こします
と，このようにですね，Embryonic type のヘモグ
ロビンの発現が見られるようになり，in situ ブリ
ダイゼーションでも，こういった Embryonic type
のヘモグロビンを発現するコロニーを観察できるよ
うになりました．
　今回の貧血モデルでは，末梢血中に，有核の赤血
球が見つかったと．二次元電気泳動から，成体とは
異なる生化学的性状のヘモグロビンが確認できまし
た．また，造血巣である骨髄，あるいは髄外造血を
起こしている肝臓でも，この胚子型のヘモグロビン
のmRNAを検出することができました．
　そして，もう一つの今回のテーマである，肝臓以
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外で造血が起こるのかというのを，お話しいたしま
す．ここに肝臓があって，胃があってなんですが，
で，十二指腸がこうあるんですけれども，ここに脾
臓の小っちゃいような構造が見られるようになりま
した．
　このような構造ですが，リンパ濾胞のようなもの
が見られるリンパ節のような，何とも不思議な構造
で，脾臓でもない．家畜ではHemal nodeとかHemo-
lymph node と言われる構造がございまして，どん
なものかっていうと，まあリンパ節様の構造ですが，
非常に洞様毛細血管が発達していて，ここでは脾臓
と同じように赤血球の破壊，あるいは，髄外造血が
起こるということで，今回の構造と非常に似ている
のではないかと．ただし，マウスではこの構造はな
いというふうに言われております．
　そこで，もう少し解析してみました．HE染色で
見ますと，矢印は巨核球になります．こちら，電子
顕微鏡像ですけれども，巨核球や分裂している細胞
など，こういったものが見られて，造血巣様の像を
呈しておりました．
　もう少し調べると，巨核球，赤芽球，それから分
裂しているような細胞を確認しております．さらに
赤芽球系マーカーであるTER119を染めますと，先
ほど，このリンパ濾胞様に見られた構造が，TER119
で染まって参ります．そして，PCNA，細胞増殖マー
カーが，だいたい，この濾胞のところに一致して陽
性反応が見られました．ここで赤芽球系の細胞が増
殖しているという可能性が考えられました．
　その他の細胞です．顆粒球系の細胞，マクロ
ファージ，T細胞，巨核球，B細胞，それぞれいる
んですが，多いのが，この赤芽球系の細胞です．逆
に，リンパ球，まあBはそこそこにいるんですが，T
細胞なんかは非常に少ないというのが分かりました．
　で，ちょっとおまけなんですが，ただ，ちょっと，
これはですね，まあ，おまけと言うかなんですけれ
ども，通常，血リンパ節自体には，とか，まあHemal 
node とか Hemolymph node というものには，リン
パ管は，通常，浸入しないことが多いんですけれど
も，こういうですね，緑がリンパ管マーカーである
Lyve-1ですね，こちらもLyve-1というリンパ管マー
カーなんですが，こういったものが構造内にかなり
見られて，さらに，これ，赤が赤芽球系マーカー，
TER119 なので，この，ここで増殖した細胞がリン
パ管に入ってきているのか，リンパ管からこういっ
た細胞が出てきているのか，ちょっと分からないん
ですけれども，こういった像が，この構造内でも，
で確認することができました．
　あとはですね，PCRで造血関連因子を，普通のリ
ンパ節との違いをちょっと確認するために調べたん
ですけれども，こういったScfであったりIl3であっ
たり，コロニースティミレートファクターとか，あ
るいは赤芽球系が持っているはずのエリスロポエチ
ンレセプターとか，ホーミング因子であるSdf1 なん
かを見ると，そうですね，この，今回，見付かった
構造物に関しては，こういったですね，造血関連因
子の発現というものが見られる，確認できました．
　最後にと，あとはですね，じゃあ，これ，どう
やって出来たのかっていうのを調べたいので，骨髄
と末梢血中の造血前駆細胞の動きを見てみました．
そうしますとですね，NBP を打つと，骨髄内の造
血前駆細胞，c-kit 陽性，そして Lineage maker ネ
ガティブな細胞というのは一時的に減ります．そし
て数日すると戻って参ります．で，一方で末梢血で
は，NBP を投与した時点でちょっと増えて，貧血
が起こると更に増えてきます．このような逆の動き
をするんですね．
　で，こちらはコロニーフォーメーションアッセイ
ですけれども，これはもう投与して 5日目なので，
このあたり，元に戻ってきたところのを見てますの
で，そうしますと骨髄では変化がなく，末梢血で
は，まだこのように，前駆細胞，たくさんいますの
で，かなりコロニーを形成するような細胞が存在し
ております．
　そして，この状態ではですね，造血前駆細胞の
動員に関連する因子として何があるかというと，
GCSF，これ，顆粒球造血の刺激するサイトカイン
であるんですが，同時に，この造血前駆細胞あるい
は幹細胞末梢血中へ移動させるという機能もありま
す．それ，見ますとですね，これ，エリスロポエチ
ンは，こちら，置いといてですね，NBP を投与し
てから，この一過性に，この GCSF が上がってき
ます．これ，ちょっと一回，戻しますと，この骨髄
は逆に下がっていますので，この GCSF の動きと
骨髄の造血前駆細胞の動きが凡そ一致するというこ
とが確認できました．
　こういったことからですね，これは先ほど言った
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とおりなんですが，これも先ほど申し上げました
ね，この新規造血構造というものは，どうも赤血球
造血をしているようだと．そして造血前駆細胞とい
うものがNBP によって末梢に誘導することができ
ると．そして，この構造なんですけれども，まあ，
ちょっと，今回，データをお示ししてないのです
が，この新規造血構造ができたようなところでは，
こういった Scf なんかの発現が確認できましたよと
いうことなので，ちょっとまとめますと，NBP を
投与しますと，一つは，初めにお話したような，マ
クロファージが骨髄中からいなくなって，赤芽球系
の造血が抑制されると．もう一つは GCSF の産生
が刺激されます．
　そのことによって，この造血前駆細胞が末梢血中
に出ます．あるいは，この赤芽球ですね，マクロ
ファージとコンタクトしていた細胞が末梢血中に出
ます．そしてこれらの細胞が，大網であったり，脾
臓があれば脾臓，そういったところですね，造血の
できるような環境に呼び寄せられて，Sdf-1 などの
因子で呼び寄せられて，そこで分化・増殖すること
で，今回のような血リンパ節様の構造，新規造血構
造体が作られたのではないかなというふうに推察を
いたしました．
　最後に，大変お世話になった中村先生，野中先生
と，共同研究者である国際医療福祉大学の八木先生
と，あと，NBP を提供してくださった遠藤先生，
新しい実験で協力をいただいている大津先生に感謝
申し上げます．
　ちょっと時間の関係で，一部，データを省略して
しまったのですが，ご清聴ありがとうございました．
（拍手）
○座長　大塚先生，ありがとうございました．歯科
に非常になじみ深いビスホスホネートにつきまし
て，造血機能の観点から解析されて，ビスホスホ
ネートと貧血を組み合わせると造血が骨髄から末梢
のほかの組織に移るのだということをお示しいただ
きました．大変興味深い発表で，どうもありがとう
ございました．
　せっかくですが，あ，もう準備されて．はい，ど
うぞ．お願いします．
○質問　先生がお元気そうで大変嬉しく思います
し，逆に先生がいらっしゃらなくてとても残念に思
います．ええとですね，本当に素晴らしい，きれい
な実験結果で，感動しました．で，ちょっといくつ
か教えていただきたいのは，NBP と言われている
けど，そのビスホスの名前は言えないものなんで
しょうか？
○大塚　あ，今回，使ったのは，全てアレンドロ
ネートに…．
○質問　アレンドロネート．
○大塚　はい，なります．で，ほかにうちで使って
いるのは，ミノドロネートを提供いただいているの
で…．
○質問　ミノドロネート．
○大塚　そちらも，やはり同様に，髄外造血，誘導
されます．一方でクロドロネートとかエチドロネー
トのような，アミノ基を含まない，まあ第一世代と
いうか，そういうタイプですと，こういった現象は
確認できないですね．
○質問　できない．やっぱ，できないんですか．
○大塚　はい．
○質問　ああ，なるほど．で，そのですね，いわゆ
る骨吸収抑制薬として使われている，これがこれだ
け劇的な副作用を示すということは，先生は，この
骨吸収抑制作用に，先生のこの発見というのは関係
あると思うのか，ないと思うのか．先生の考えでい
いです．
○大塚　私の，あくまで私の考えなんですけれども．
○質問　はい．
○大塚　今回の造血の反応というのが直接的に骨吸
収抑制に関連している可能性っていうのは低いかな
と思うんですね．
　って申し上げるのは，見た時の，その，まずNBP
自体が直接的に破骨細胞に影響を与えているという
のは凡そ証明されていますので，まず，その作用
が，ちょっと，その作用を抑制するっていうのが，
まず難しくて，それを抑えた上で造血に，まあ造血
に影響を与えてとかですね，あるいは in vitro で
やった時に，もしかすると間接的に骨吸収抑制のほ
うに，例えば，先ほど，ちょっとお昼のディスカッ
ション，させていただいた時にあったんですが，前
駆細胞であるマクロファージに影響を与えますの
で，それで破骨細胞数を減らすんじゃないかという
可能性もなくはないんですけれども，少なくともで
すね，分化のほうに影響を与えているっていうの
は，ちょっと今のところデータでないので，直接的
重症貧血モデルマウスの確立及び研究
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にはないのかなとは思います．
○質問　なんかね，ちょっと素人的には，骨髄の体
積がね，大理石骨病的になってしまって，骨髄の量
がガーッと減ってしまうことも起因するのかなと，
ちょっと思ったんですけど．
○大塚　骨髄，実は骨髄腔，今回，データをお示し
してないんですが，骨髄腔の容積というかは，ほぼ
変化ないです．
○質問　あ，変化ない．
○大塚　はい．代わりに，じゃあ，何が増えてくる
のかっていいますと，顆粒球が，非常に，赤芽球系
とかマクロファージがいなくなった分，顆粒球がか
なり占めてきて，やはり，ただ，骨梁の部分ですね，
一次骨梁の部分はかなり伸びるんですけれども，
トータルで言う，その骨髄腔の容積というのは，ほ
ぼ変化がないっていうのは確認できております．
○質問　なるほど，なるほど．あ，ありがとうござ
います．
○大塚　先生のほうがご専門なので．すいません．
○質問　あ，いえいえいえ．もう一個だけいいです
か？
○座長　あ，どうぞどうぞ．
○質問　是非に，ちょっと．ちょっと，これは先生
の実験と関係ないかもしれないんですけど，2つく
らい，最初のほうのスライドに，APR，急性期症
状のことがちょっと出ていましたよね．あ，これの
右上に．炎症反応，発熱など．
○大塚　はいはいはい．
○質問　これは先生の今回の発見に関係あると思い
ますか，思いませんか？
○大塚　ええとですね，まず，ちょっとこれも難し
いところなんですけれども，確かに，NBP，打ち
ますと，GCSF 以外にも，ほかのサイトカイン類，
かなり上がってくるっていうのは確認できているの
ですね．あと，私の前いた大学院生の，この仕事な
んですけれども，リウマチモデル，コラーゲン誘導
性関節炎のような炎症性疾患にNBP を打つと劇症
化するっていうのが確認できています．なので，少
なくとも，こういった炎症性サイトカインを刺激す
るっていうのは確認できていますので，NBP が直
接的に炎症を増悪するというのは…．
○質問　うん，ありうると．
○大塚　はい．ただ，NBP，そうですね，炎症が下
地にあったほうが，より劇的に起こるというイメー
ジはあります．
○質問　ああ，なるほどね．分かりました．どうも
ありがとうございます．先生のご活躍をお祈りして
います．
○座長　ほか，ございますでしょうか？
　先生，最後，ちょっと確認なんですけど，その幼
若型の赤血球ヘモグロビンが出来るということは，
骨髄で造血できなくなったので，ほかが頑張って
作ってるんだけれども不完全なものが出来てしまう
のか，それとも，この状態では幼若型のほうがいい
のか，それはどういうふうに解釈されるでしょう？
○大塚　まだそこはちゃんと解析ができていないん
ですけれども，一つは，その幼若型，失礼，プリミ
ティブなタイプの造血細胞が残っている可能性って
いうのは実は指摘があって，例えばマクロファージ
を見ますと，まあクッパーの一部もそうなんです
が，確実に証明されているのがミクログリアなんで
すが，ミクログリアは，実はプリミティブな造血に
由来するマクロファージになります．で，ミクログ
リアは，結構，自己増殖しているんですけれども，
どうも幹細胞的なものも，まだ残っているらしいの
で，そういったものが，もしかすると造血が骨髄で
抑制されて増殖をして分化しているという可能性も
できる，あ，可能性もあるんですけれども，おそら
くは幼若なものがかなり刺激されて出てきてしまっ
ているっていうほうの可能性が高いですね．
　あと，もう一つは，胚子型のヘモグロビンという
ものが，Adult type に比べると非常に酸素に対す
る親和性が高いので，機能的な部分で酸素をよく取
り込めると言えばそうなので，そういう可能性もな
くはないんですけれども，どちらかというと造血系
が異常で幼若なものとかが動員されてしまっている
という感じはあります．ちょっと，そちらも，まだ
解析が不十分なんですが．ありがとうございます．
○座長　はい，ありがとうございました．まだ，質
問．おありかと思いますが，時間となりましたの
で，じゃあ，大塚先生，どうもありがとうございま
した．もう一度，盛大な拍手をお願いいたします．
（拍手）
○司会　ありがとうございました．
